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COMPLEXE IMMUNOMODULATEUR ET SON UTILISATION DANS LES AFFECTIONS PAR 
HELICOBACTER 



05 



La presente invention concerne un complexe vaccinal therapeutique et 
preventif anti-bacterien. qui possede un pouvoir vaccinant lie a la presen- 
ce d'antigenes specifiques contre l'Helicobacter pylori (anterieurement ap- 
10 pele Campylobacter pylori) l'Helicobacter hepaticus. l'Helicobacter corona- 
ri. et non specifiques assurant une immunomodulation. 

[MARSHALL BJ, WARREN Jr.. Unidentified curved bacilli in the sto- 
mach of patients with gastritis and peptic ulceration Lancet 1984: 1:1311- 
4)] 

15 [MEGRAUD F. Helicobacter pylori, chef de file des bacteries du mucus. 

La lettre de Uinfectioiogue 1993; 8 (suppl. 4): 151-9]. 

II est bien connu, en bacteriologie, que les antigenes de surface des pa- 
rois. des membranes ou des capsules (combines ou liberes sous forme so- 
luble dans le milieu de culture) sont de nature glycoproteique. polypepti- 
20 dique ou polysaccharidique. 

Des vaccins associant a l'acide ribonucleique d'origine ribosomale 
(ARN) des facteurs associatifs. telles que des substances membranaires 
proteoglycaniques ou polysaccharidiques. extraites de germes pathogenes, 
sont utilisables dans l'elaboration des vaccins acellulaires (cf. Inf. and 
25 Immunity, 1, 574-82, 1970 et PCT WO 94/22462). 

Ces vaccins utilisent des antigenes specifiques correspondant a des af- 
fections microbiennes specifiauement determinees. 
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Or , le pouvoir antigenique est essentiellement lie au niveau de TARN 
(des ribosomes en particulier) des cellules microbiennes, entre autres. Les 
Cellules Immunologiquement Competentes (CIC) utilisent directement ces 
ARN comme transporteurs actifs. 
05 Pour elaborer le complexe de l'invention. avec I'antigene serotype bac- 

terien d'Helicobacter, nous avons couple, grace a des liaisons de preference 
covalentes, TARN d'origine ribosomale. de preference, a une sequence 
d'acides amines de nature glycoprotidique. presente de preference dans le 
collagene de type III. Chez l'homme, le collagene represente approximative - 
10 ment le tiers des proteines de lorganisme. Le type III a ete choisi pour sa 
sequence d'acides amines et sa presence dans le derme. la paroi vasculaire 
et les muqueuses epitheliales digestives. 

Dans notre complexe. nous utilisons comme stabilisant des fractions 
membranaires cellulaires issues des memes germes que ceux qui ont servi 
15 a Telaboration de TARN ribosomal. Ces fractions membranaires contien- 
nent la totalite des substances peptidoglycaniques et sont connues en 
outre comme adjuvants d'immuriite. 

II est, en plus d'Helicobacter pylori, hepaticus. et coronari, utile 
d'avoir des fractions membranaires - glucopolysacchariques ou proteogly- 
canes - issues de differents germes microbiens qui ont servi a fournir 
l'ARN par extraction de leurs ribosomes, germes connus pour leur immu- 
nogenese (recrutement de macrophages, activation de lymphocytes T, po- 
tentialisation de la synthese des immunoglobulines, IgA secretoires no- 
tamment (11 S), augmentation de la phagocytose et stimulation des cel- 
25 ll *les T dependantes . . . ) . 

Ceci a ete ainsi congu car. dans le cas precis des pathogeneses in- 
duces par HeUcobacter pylori, hepaticus ou helmannii, coronari, l'orga- 



20 
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nisme doit elaborer en plus de la reponse immunitaire specifique humora- 
» le, une reponse cellulaire pour pallier 1'inefficacite des anticorps dans la 

protection de l'individu. 

II est connu que la reponse a la mediation cellulaire ne donne pas lieu 
05 a la production d'anticorps, mais seulement a la generation des cellules 
lymphoides sensibilisees et specifiques de l'antigene en cause. 

Les lymphocytes T agissent par eux-memes et/ou par les cytokines, et 
on observe soit une reponse de type inflammatoire, soit une reponse cyto- 
toxique. 

10 Le pouvoir pathogene d'Helicobacter reside dans son aptitude a coloni- 

ser la muqueuse gastrique, a survivre dans le sue gastrique. et a s'y multi- 
plier en depit de la reponse immunitaire de I'hote, et a generer des lesions 
parfois irreversibles (adenocarcinome, lymphome gastrique ou lymphomes 
de MALT "mucuous associated lymphoid tissue"), 

15 [PARSONNET J: Helicobacter pylori and gastric cancer. Gastroenterol 

Clin North Am 1993, 22:89-104. 

WORTHERSPOON AC , DOGLIONI C, DISS TC et al; Regression of 
primary low-grade B-cell gastric lymphoma of mucosa associated lymphoid 
tissue type after eradication of Helicobacter pylori. Lancet 1993; 342:575- 

20 7. 

MOHANDAS, Helicobacter pylori and lymphoma. N Eng J Med 1994; 
331:746-7]. 

lorsque celle-ci est insuffisante lors de rinjection : resistance a la phago- 
cytose, induction d'apoptose...etc. 
25 [PETERSON, P.K.. VERHOEF, J.. SCHMELING, D. & QUIE. P.G.: 

Kinetics of phagocytocis and bacterial killing by human polymorphonu- 
clear leucocytes and monocytes. J. Infec. Dis. 136:502-509, 1977. 
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KIEHLBAUCH JA, ALBACH RA, BAUM I.L. CHANG KP. Phagocytosis 
of Campylobacter jejuni and its intracellular survival in mononuclear pha- 
gocytes. Infect Immun 1985: 48:446-51]. 
Constituants du compleze vaccinal objet de Tinvention 

Le complexe de Tinvention comprend des molecules duales constitutes 
par le couplage d'un bras fonctionnel d'acides amines assurant la liaison a 
Line cible. avec un bras genetique d'ARN correspondant a la description 
codee de la composition du bras fonctionnel. 

A - Les ARN d'origine ribosomale utilisables peuvent etre extraits des 
souches choisies dans le groupe suivant. cette liste n'etant pas limitative : 

- Helicobacter pylori (ou Campylobacter), hepaticus. coronari ... 

- Klebsiella pneumoniae 

- Streptococcus (pneumoniae et pyogenes) 

- Staphilococcus aureus 

- Serratia marcescens 

- Escherichia coli 

- Salmonella typhimurium 

- Corynebacterium (granulosum, parvum, acnes) 

- Mycobacterium (tuberculosis, smegmatis, chelonei) 

- Hemophilus influenzae 

- Pneumocoque type II 

- Rothia dento cariosus 

- Bacterium coli 

- Shigella dysentariae 

- Enterococcus 

- Nocardia (asteroides, brasiliensis. rhodocrans. opaca, rubra) 

- Bacille de Calmette et Guerin. 
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ou d'un melange de celles-ci. 

Les poids moleculaires moyens de ces ARN se situent entre 5 104 et 
108 Dalton. 

De multiples procedes industriels existent pour la preparation de 
05 TARN. Nous citerons comme exemple le precede d'extraction d'ARN decrit 
dans Infect, and Immunity, 1, 574-82, 1970 : les bacteries sont broyees 
puis soumises a une precipitation fractionnee, les proteines ribosomales 
sont solubilisees. TARN precipite est traite par Pronase et, enfin, purifie 
par chromatographic echangeuse d'ions. 
10 Si TARN est obtenu par voie enzymatique, la purification finale peut 

etre faite par chromatographie de tamisage moleculaire. Voir notamment a 
ce sujet : 

- C. EHRESMAN (1972) - Biochimie, 54, 901 

- H. KAGAWA (1972) - J. Biochem., (1972) t 827 
15 - M. SANTER (1973) - J. Bact., 116, 1304 

- NOMURA (1974) - Ribosomes - Ed. Cold Spring Harbor Laboratory. 

B - Les fractions membranaires de cellules bacteriennes utilisables peu- 
vent etre extraites des souches suivantes, les listes donnees n'etant pas li- 
mitatives : 

20 1 - pour les polysaccharides capsiil^irps 

a. Helicobacter pylori et hepaticus 

b. Klebsiella pneumoniae 

c. Streptococcus pneumoniae 

d. Hemophilus influenzae 
25 e. Escherichia coli 

a. Helicobacter pylori, hepaticus. et coronari 

[HILLS BA, Gastric mucosal barrier: evidence for Helicobacter pylori 
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ingesting gastric surfactant and deriving protection from it. Gut, 1993 
May: 34(5): 588-93. 

GENTA RM: ROBASON GO; GRAHAM DY. Simultaneous visualiza- 
tion of Helicobacter pylori and gastric morphology: a new stain. Human 
05 Pathology; 1994 Mar: 25(3):221-6. 

MAJEWSKL S.I., and C.S GOODWIN. 1988. Restriction endonuclease 
analysis of the genome of Campylobacter pylori with a rapid extraction 
method: evidence for considerable genomic variation. J. Infect. Dis. 
157:465-471. 

10 GEIS, G.. LEYTNG. H., SUERBAUM. S., MAI, U. & OPFERKUCH. W.: 

Ultrastructure and chemical analysis of Campylobacter pylori flagella. J. 
Clin. Microbiol. 27:436-441, 1989J. 
b. Klebsiella pneumoniae 

[- C. ERBING, L. KENNE. B. LINBERG, J. LONNGREN (1976) - 

15 Structural studies of the capsular polysaccharide of Klebsiella pneumo- 
niae type I (Carbohydr. Res.. 50 (1976) 115-20). 

- W. NIMMICH (1968) - Zur Isolierung und qualitativen 
Bausteianalyse der K. Angigen von Klebsiellen (Med. Mikrobio. und 
Immunol., 154. 117. 131). 

20 - C. RICHARD (1973) - Etude antigenique et biochimique de 500 

souches de Klebsiella 
(Ann. Biol. Clin.. 1973)]. 
c Streptococcus pneumoniae : 

l- F. KAUFFMANN et E. LUND (1954) (Int. Bull. Bact. Nomencl. 4. 
25 125-28). i 

- FELTON et OTTINGER (J. of Bacteriology, 1942. 43. 94. 105) 

- M. COLIN. M.D. MAC LEOD et coll. - Prevention of pneumococcal 
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pneumoniae by immunization with specific capsular polysaccharides (J. 
Exp. Med., 1945. 82, 445-65). 

- A.R. DOCHEZ et O.T. AVERY - The elaboration of specific soluble 
substance by Pneumococcus during growth (1971) ( J. Exp. Med. 26, 477- 

05 93). 

- WEST PHAL et LUDERTTZ (1952) (Z. Naturf. 7B, 148). 

- C.P.J. GLAUDEMANS et H.P. TREFFERS - An improved preparation 
of the cap*"..'J.ar polysaccharide from from Diplococcus pneumoniae 
(Carboh; ;Ir. Res. 1967, 4, 181-84)]. 

10 d. Hem .vonl; us influenzae (polysaccharide capsulaire de type poly-ribose- 
phospnate) 

[- P. ANDERSON et coll. (1972) - Immunization of humans with poly- 
ribosephosphate. t±ie capsular antigen of Hemophilus influenzae type B (J. 
of Clin. Invest., vol. 51. 1972, 39-44). 
15 - P. ANDERSON et coll. (1977) - Isolation of the capsular polysaccha- 

ride from supernatant of Hemophilus influenzae type B (Infect, and 
Immun., 1977, 15 (2), 472-77)]. 
e. Escherichia coli (polysaccharides capsulaires) 

[- LUDERTTZ et coll. (1977) - Somatic and capsular antigens of gram- 
20 negative bacteria (Compr. Biochem. 26 A, 105-228). 

- BOYER H.W., and D. ROULLAND-DISSOIX. (1969) - A complemen- 
tation analysis of the restriction and modification of DNA in Escherichia 
coLL J. Mol, Biol. (41:459-472). 

- CASADABAN. M., and S. N. COHEN (1980) - Analysis of gene control 
25 signals by DNA fusion and cloning in E. colt J. Mol. Biol. (138:179-207). 

- LUGTENBERG. B.. J. Meijers, R. Peters. P. van der Hock, and L. van 
Alphen (1975) - Electrophoretic resolution of the "major outer membrane 
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protein" of Escherichia coli K12 into four bands. (FEBS Lett. 58:254-258)]. 

2 - Pour les lipopolvsaccharides membraxi aires fLPSl - Corynebacterium 
(avidum, bovis. diphteriae, enzymicum, equi. fascians, flaccum, faciehs, 
flavidum. fusiforme, granulosum. helvolum. hypertrophicans. insidiosum. 
05 liquefaciens, parvum, paurometabolum, pyogenes, tumescens, xerosis) 

- et les gram-raoins : 

- Helicobacter pylori, hepaticus, coronari 

- Klebsiella (pneumoniae et rhinoscleromatis) 

- Salmonella typhimurium 

10 - Serratia (marcescens. corralina, indica. plymuthica. kiluea) 

- Neisseria meningitidis 

- Escherichia coli 

[GOODWIN C. S. "Helicobacter Pylori : 10th anniversary of its culture 
in April 1982". (Gut 1993 ; 34 : 293-4). 
15 - C. ERBIN et coll. (1977) - Structural studies on the Klebsiella LPS 

(Carbohydr. Res., 56, 377-81), 

- C.B. CASTOR et coll. (1971) - Characteristics of a highly purified py- 
rogenic LPS of Klebsiella pneumoniae (J. of Pharm. Sci.. 60. (10), 1578- 
80). 

20 - K. FUKUSHI (1964) - Extraction and purification of endotoxin from 

Enterobacteriaceae: a comparison of selected methods and sources (J. of 
Bacterid. 87, (2), 391-400). 

- G.A. LIMJUCO - Studies on the chemical composition of LPS from 
Neisseria meningitidis group B (J. of Gen. Microbiol. 1978. 104, 187-91). 

25 - G.A. ADAMS (1967) - Extraction of LPS from gram -negative bacteria 

with DMSO (Canad. J. Biochem.. 45, 422-26). 

- K.G. JOHNSON (1976) - Improved techniques for the preparation of 
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bacterial LPS (Canad. J. Microbiol. (22) t 29-34). 

- Y.B. KIM et coll. (1967) - Biologically active endotoxins from 
Salmonella mutans (J. ofBacterioL. 94, (5), 1320-26)]. 

3 - Pour les proteines membranaires 

- Helicobacter Pylori 

- Escherichia coli 

- Serratia marcescens 

- Streptococcus pyogenes 

- Salmonella typhimurium. 
Helicobacter Pvlori. Hepaticus. Coronari ... 

- GOBERT (B.), LABIGNE (A.), de KORWIN (J.D.), CONROY (M.C.), 
BENE (M.C.), FAURE (G.C.) - Polymerase chain reaction for Helicobacter 
pyroli. (Rev. Esp. Enf Digest. 1980, 78 (suppl 1), 4. 

- TOWBIN, H., T. STAEHELIN, and J. GORDON. 1979. Electrophoretic 
transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: pro- 
cedure and some applications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-4354. 

Escherichia coli 

- S.F. SURM et coll. (1967) - Episome. carried surface antigen K 88 of 
Escherichia coli (J. of Bacterid.. 93, (2), 731-39). 

- S.J. BETZ et coll. (1977) - Chemical and biological properties of a 
protein rich fraction of bacterial LPS (J. of Immunol.. 119, (4), 1475-81). 

Serratia marcescens 

- W. WOBER (1971) - Studies on the protein moiety of endotoxin from 
gram-negative bacteria, characterisation of the protein-moieting isolated 
by acetic acid hydrolysis of endotoxin of Serratia marcescens. 

Streptococcus pyogenes 

- M.K. WTTTNER (1977) - Homologous, and heterologous protection of 
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mice with group-A Streptococcal M protein vaccine (Infect, and Immun., 
1977, 15, (1), 104-8). 

Salmonella thvphimurium 

- N. KUUSI et coll. (1979) - Immunization with major outer membrane 
05 protein in experimental salmonellosis of mice (Infect, and Immun., 1979, 

25, (3), 857-62). 

- C. BARBER et coll. (1972) - The protective role of proteins from 
Salmonella thvphimurium in infection of mice with their natural patho- 
gen (Rev. Immunol., 36. 77-81). 

10 - G. DELORD (1979) - Etude d'un antigene vaccinant contenu dans le 

surnageant de culture de Salmonella thyphimurium, souche M-206, these 
de medecine de Lyon n° 428. 1979. 

- G.W. GOODMAN (1979) - Characterization of the chemical and phy- 
sical properties of a novel B-lymphocyte activator endotoxin protein 

15 (Infect, and Immun., 1979, 24 (3). 685-96). 

4 - Pour les acides teichoiques et lipoteichoi'ques 

Streptocoques, staphylocoques, et lactobacilles (la surface des bacte- 
ries gram-positives est faite d'acide teichoique, qui est un polymere du gly- 
cerol, lie par des ponts phosphodiesters). 
20 Les articles suivants decrivent les precedes d'obtention : 

- M.M. BURGER (1966) - Teichoic acids: antigenic determinants, 
chain separation, and their location in the cell wall (Microbiology 56. 910- 
17). 

- K.W. KNOX (1973) - Immunological properties of teichoic acids 
25 (Bacteriol. Reviews, 37, 21, 215-57). 

- G.A, MILLER (1976) - Effects of streptococcal lipoteicholc acid on 
host response in mice (Infect, and Immun., 1976, 13. (5), 1408-17). 
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- A.J. WICKEN et coll. (1975) - Lipoteichoic acids: a new class of bac- 
terial antigens (Science, 187, 1161-67). 

Differents dosages possibles 

A.R.N. 

05 * FISKE et SUBBAROW - Dosage du phosphore. Chromatographie 

HPLC sur colonne echangeuse d'ions pour le controle qualitatif (J. Biol. 
Chem. (1926), 66, 375). 
Proteines 

* LOWRY (J. Biol. Chem. (1951), 193, 265-75). 
10 Hexoses 

* TJV. SCOTT - Dosage colorimetr. a l'anthrone (Anal. Chem. (1953). 
25, 1956-61). 

Hexosamines 

* L.A. ELSON (Biochem. J (1953), 27, 1824-28). 
15 Lipopolvsaccharides 

* J. JANDA et E. WORK (Febs Letters, 1971, 16 (4). 343-45). 

C - Les autres f acteurs adjuvants de Hmrnunite . en plus des fractions 
membran aires . sont 

- du collagene type III 
20 - du chlorure de sodium 

Le collag ene de type III utilise est caracterise par : 

a - des sequences d' acides amines voisines de la sequence suivante 
(les concentrations sont exprimees en g/kg) : 

- acide aspartique AA 51,5 
25 - hydroxyproline HP 107,0 

- threonine TH 16.1 

- serine SE 27.8 
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05 



10 



- acide glutamique AG 


95,9 


- Timlirif* 


PR 


124,0 


- fflveine 


GL 


149,0 


- alanine 


AL 


87,9 


- valine 


VA 


23,3 


- mpfhinninp 


ME 


7,5 




n 


14,4 


1 

- leucine 


LE 


27,8 


- tyrosine 


TY 


6,7 


- phenylalanine 


PA 


14,4 


- lysine 


LY 


28,6 


- histidine 


HI 


5,5 


- arginine 


AR 


73,0 



b - l'analvse-tvpe suivante : 
15 - couleur blanc jaunatre 

- densite apparente 250 g/1 

- humidite 6 % 

- pH d'une solution a 10 % 6,9 

- viscosite Engler a 40°C 2,5 
20 (solution a 17,75 %) 

- taux de matieres grasses 0.9 % 

- taux de cendres 2,2 % 

- taux de Fe + Cu + Ca 462 mg/kg 

- metaux lourds non decelables par spectrographie d'emission 
25 d'arc 

- analyse elementaire C 46,80 % 

H 7,10% 
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N 14,96 % 

(» 

La composition du complexe vaccinal obiet de 1' invention , associant 

des ARN ou des fragments d'ARN ribosomaux, des fractions membranaires 
05 (par exemple proteoglycanes de Klebsiella pneumoniae) et du collagene de 

type III. complete par du chlorure de sodium et un anti-inflammatoire. 

permet, par administxatibn de faibles doses n'entrainant aucune toxicite. 

d'obtenir un haut niveau de protection et de guerison. 

La presentation preferee est la forme injectable de la composition ci- 
10 dessus presentee, mais il est possible d'utiliser d'autres presentations 

et/ou d'autres supports ou additifs compatibles avec une utilisation medi- 

cale. 

Mecanisme d 1 action du complexe vaccinal 

Ce complexe therapeutique (vaccinal) peut etre assimile a un vaccin 
15 specifique (par "systeme inerte" qui a pour but d'augmenter rimmunogeni- 
cite d'un vaccin recombinant sous-unite et des vaccins constitues des pep- 
tides), et d'un vaccin non specifique avec les caracteristiques d'une lym- 
phokine. qui. se fixant aux macrophages, joue un role essentiel dans la re- 
ponse immune vis-a-vis d'Helicobacter [KAZI, J.L, SINNIAH, R.. JAFFRAY, 
20 N.A., ALAM. S.M.. ZAMAN, V., ZUBERI. S.J. & KAZI, A.M.: CeUular and 
humoral immune responses in Campylobacter pylori-associated chronic 
gastritis. J. Pathol. 159: 231-237, 1989]. 

Depuis 1974-75 (A.S.et G.R YOUMANS ), il a ete constate que l'effet 
d'inhibition de la reponse immune a TARN etait realisee par differents in- 
V, 25 hibiteurs. 

YOUMANS avait travaille sur une seule souche bacterienne 
(Mycobacterium tuberculosis), dont le "parasitisme" est uniquement intra- 
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cellulaire. 

VENNEMAN et coil, pensent, des 1972, que ie veritable antigene pour- 
rait etre associe a 1'ARN. dont le role serait celui d'un adjuvant. lis vacci- 
nent des souris avec de TARN ribosomal, extrait par le phenol a 65°C de 
05 ribosomes d'une souche de Salmonella typhimurium. Trente jours apres 
cette vaccination, il s'avere que les animaux sont mieux proteges que par 
vaccin souche vivante (attenuee). 

II est surtout constate que le niveau de protection est fonction de la 
quantite d'ARN injectee. 
10 exemple : TARN ribosomal extrait de Streptococcus pneumoniae 

induit une protection de nature humorale et TARN ribosomal extrait de 
Klebsiella pneumoniae induit une protection de nature cellulaire. 

[TRIEU-CUOT, P., G. GERBAUD, T. LAMBERT, and P. COURVALIN 
(1985) - In vivo transfer of genetic information between gram-positive and 
15 gram-negative bacteria. (EMBO J. 4:3583-3587)]. 

Ce melange, injecte in vivo sur souris et cobayes, exerce une action 
sur les macrophages alveolaires. 

Cet effet "transitoire" se retrouve en dosant la phosphatase acide des 
plages d'hemolyse directe au contact des cellules spleniques de souris. 
20 Le traitement par notre complexe therapeutique et vaccinal est. quant 

a lui. suivi d'un effet immunostimulant cellulaire et humoral, avec une 
action specifique et non specifique, significative, sur les Helicobacter py- 
lori. C'est l'organisme du patient lui-meme qui est sollicite pour "rejeter 
les cellules infectees". On obtient une guerison par Taction des PMNs 
25 (Polymorphonuclear leukocytes) et des monocytes simultanement sollici- 
tes. 

[ANDERSEN LP; NIELSEN H, Survival and ultrastructural changes of 
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Helicobacter pylori after phagocytocis by human polymorphonuclear leu- 
kocytes and monocytes. APMIS; 1993 Jan; 101(1): 61-72] 

[STEIGBIGEL, R. T., LAMBERT, L. H. & REMINGTON, J..S.: 
Phagocytic and bactericidal properties of normal human monocytes. J. 
05 Clim. Invest. 53: 131-142, 1974] 

[YAM, L.T., Li, C. Y. & CROSBY, W.H.: Cytochemical identification of 
monocytes and granulocytes. Am. J. Clin. Pathol. 55: 283-290, 1971]. 

Ce mecanisme therapeutique permet done de produire un clonage na- 
turel grace aux ARN 
10 (ribosomaux bacteriens non specifiques) opsonises par Tadjuvant mis au 
point (combinaison de proteoglycanes membranaires. de collagene de type 
III, de chlorure de sodium). 

Ce clonage induit une vaccination contre les idiotypes des anticorps, 
ainsi qu'une production d'anticorps contre le site de liaison des bacteries. 
15 Pour diminuer ou inhiber la reaction inflammatoire, il est necessaire d'uti- 
liser, lors des traitements par le complexe vaccinal, des corticoldes (type 
Betamethazone, par exemple) sous forme de phosphate disodique, a la 
dose de 20 a 60 mg, par voie I.V. ou I.M. 

Cette action s'accompagne egalement d'une production d'interferon 
20 endogene, ainsi que d'une activation des cellules N.K 

Le but de notre complexe vaccinal immuno-modulateur est done d'in- 
duire une reponse immunitaire locale et generale ayant pour effet d'empe- 
cher ou au moins de reduire (jusqu'a un seuil d'auto-defense possible) la 
proliferation d'un agent infectieux introduit dans rorganisme. 
25 - PRUUL. H., LEE, P. C GOODWIN. C. S. & MACDONALD. P. J. - 

Interaction of Campylobacter pyloridis with human immune defence me- 
chanisms. (J. Med. Microbiol. 23: 233-238, 1987). 
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- RATHBONE, B. J.. WYATT. J. I., WORSLEY, B. W., SHIRES, S. E.. 
TREJDOSIEWICZ. L. K., HEATLEY, R. V. & LOSOWSKY, M; S. - Systemic 
and local antibody response to gastric Campylobacter pyloridis in non- 
ulcer dyspepsia. (Gut 27: 642-647. 1986). 

05 - STACEY, A. R.. HAWTIN. P. R. & NEWELL, D. G. - Local immune 

responses to Helicobacter pylori ingections.In : Malgertheimer. P. & 
Ditschuneit. H. (Eds.) : Helicobacter pylori. Gastritis and Peptic Ulcer. 
(Springer Verlang, Berlin-Heidelberg. 1990, pp. 162-166). 

Notre origin alite therapeutique consiste, entre autres. a moderer ou 

10 supprimer l'e::ustence de "cellules suppressives 1 ' exergant une action pro- 
infectieuse, a provoquer une reaction anti-ulcereuse par reponse cellulaire 
et/ou humorale de defense. C'est la reponse therapeutique au probleme 
pressenti des 1993 par Kist et Coll. 

[KIST M; SPIEGELHALDER C; MORIKI T; SCHAEFER HE - 

15 Interaction of Helicobacter pylori (stain 151) and Campylobacter coii with 
human peripheral polymorphonuclear granulocytes! 
et a prevenir les recidives infectieuses : 

- BORODY T. ANDREWS P. MANCUSO N, JANKIEWIC2 E. BRANDL S 
- Helicobacter pylori reinfection 4 years post-eradication; (Lancet 1992, 

20 339:1295). 

- BELL GD. POWELL KU. BURRIDGE SM, HARRISON G, RAMEH B, 
WEIL J, et al - Reinfection or recudescence after apparently successful 
eradication of Helicobacter pylori infection : Implications for treatment of 
patients with duidenal ulcer disease. (Q J Med 1993. 86:375-382). 

25 En conclusion, notre complexe therapeutique agit par evolution diri- 

gee produisant des molecules d'ARN, lesquelles, bloquent l'infection par 
l f Helicobacter pylori, et augmentent rimmunodefense. 
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[SUERBAUM. S., C. JOSENHANS, and A. LABIGNE (1993) - Cloning 
and genetic characterization of the Helicobacter pyroli and Helicobacter 
mustelae flaB flagellin genes and construction of H. pylori flaA- and flaB- 
negative mutants by electroporation-mediated allelic exchange. (J. 
05 Bacterid. 175:3278-3288). 

- HAAS, R., T. F. MEYER, and J. P. VAN PUTTEN (1993) - Aflagellated 
mutants of Helicobacter pylori generated by genetic transformation fof na- 
turally competent strains using transposon shuttle mutagenesis. (Mol. 
Microbiol. 8:753-760) 
10 - CHEN M, LEE A, HAZELL S, HU P, LI Y - Protective immunisation 

against Helicobacter the need for stimulation of common mucosal immu- 
ne system (abstract). (Gastroenterology 1993, 104 (suppl): A681)]. 

II a par ailleurs ete constate lors des differents essais cliniques 
auxquels il a ete procede. que le complexe de l'invention pouvait suppleer 
15 avec succes aux traitements conventionnels, par triple therapie notam- 
ment, dans les cas de resistances bacteriennes notoires. 
Techniques d' administration du complexe vaccinal 

Le complexe vaccinal peut etre adimnistre par voie orale, ou par voie 
parenterale : 
20 * soit par injection intraveineuse directe 

* ou par perfusion lente 

* ou par injection sous-cutanee. 

* ou par voie transdermique (par 24 h.) 

Ces diverses techniques ont ete experimentees avec succes. 
25 Les dosages iournaliers et leur frequence dependent beaucoup de Tetat 

du patient. Un surdosage ne presente aucun risque, compte tenu de la non 
toxicite du complexe. 
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Par voie intraveineuse . on peut utiliser des sequences d'une semaine 
par mois, cliaque jour de la semaine de traltement comportant une perfu- 
sion lente de 500 ml d'une solution renfermant : 

- 0.9 % de chlorure de sodium 

05 - 40 jig de fractions saccharidiques membranaires (proteoglycanes de 

Klebsiella pneumoniae) 

- 30 |ig dARN (ribosomal) de : 

* Helicobacter pylori 7\ig 

* Diplococcus pneumoniae 7\ig 
10 * Streptococcus pyogenes (A 12) 7pg 

* Klebsiella pneumoniae 7 jag 

* Hemophilus influenzae 2 \xg 

- 10 (ig de collagene type III decrit ci-dessus 

- 8 mg de phosphate disodique de Betamethazone (soit 2 ml de solute 
15 injectable) 

A ce traitement par perfusion I.V. lente, peut succeder un traitement 
par injections sous-cutanees sur les patients pouvant etre suivis de fagon 
ambulatoire, chaque injection contenant : 

- 40 ng de fractions saccharidiques membranaires (proteoglycanes de 
20 Klebsiella pneumoniae) 

- 30 M-g d'ARN (ribosomal) de : 

* Helicobacter pylori 7(jg 

* Diplococcus pneumoniae 7|ig 

* Streptococcus pyogene (A 12)7jjg 

25 * Klebsiella pneumoniae 7 jig * 

* Hemophilus influenzae 2 \ig 

- 10 (ig de collagene type III decrit ci-dessus 
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- 0,5 ml de chlorure de sodium a 0,9 % 

- 4 mg de phosphate disodique de Betamethasone (soit 1 ml de solute 
injectable). 

Ce traitement peut etre poursuivi quelques semaines. 
05 Par voie orale : 

• par comprimes. 

2 comprimes par jour, en une seule prise le matin a jeun, chaque compri- 
me renfermant : - 400 jig de fractions sacchraridiques membra- 

naires (nroteogiycanes de Klebsiella pneumoniae) 
10 - 300 ^ d'ARN (Ribosomal) de : 

* Helicobacter pyroli 70 \xg 

* Diplococcus pneumoniae 70 (ig 

* Streptococcus pyogenes (A12) 70 fig 

* Klebsiella pneumoniae 70 \ig 

15 * Hemophilus influenzae 20 ^ig 

- 100 mg de Collagene type III decrit ci-dessus 

- 2 mg de phosphate disodique de Betamethazone 

Ce traitement peut etre octroye a raison de 2 comprimes par jour pendant 
un mois, suivi de periodes de rappel de deux comprimes par jour, une se- 
20 maine par mois pendant 3 mois. 

Par voie transdermique 

Systeme therapeutique transdermique adhesif compose d'un reservoir 
et d'une membrane permeable assurant le passage continu des principes 
25 actifs a travers la peau et dans la circulation sanguine a vitesse constan- 
te. 

Le dispositif doit etre colle sur une surface cutanee saine. seche et peu 
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pileuse (paroi laterale de 1 abdomen ou du thorax par exemple). 
II comporte : 

- Polymere adhesif 

- Support de l'adhesif : polyethylene 
05 - Filtre protecteur polyester silicone 

Son contenu est le contenu d'un comprime, et sa posologie est iden- 
tique a la voie orale (a raison d'un "patch" pour 2 comprimes quotidiens). 

Les exemples suivants, non limitatifs. sont communiques pour illus- 
trer les resultats concrets de notre complexe vaccinal therapeutique. 
10 Exemple 1 

M. Robert G., 64 ans, est hospitalise a la suite d'epigastralgies, de py- 
rosis et de douleurs abdominales associees a un trouble du transit avec al- 
ternance diarrhee - constipation. L'endoscopie digestive retrouve une pa- 
thologie de reflux gastro-oesophagien par beance du cardia entrain ant une 
15 oesophagite et un ulcere peptique du bas oesophage. 

Des biopsies sont pratiquees de meme qu'un test rapide a l'urease. 
Celui-ci. de meme que 1'anatomopathologie et la culture, confirment la 
presence d'Helicobacter pylori. 

Le traitement conventionnel (antisecretoire et deux antibiotiques) est 
20 present. La tritherapie n entraine pas de guerison clinique. 

Six semaines apres la fin du traitement, le controle d'eradication par 
test respiratoire a l'uree marquee au fait conclure en la proliferation 
des bacteries par sa positivite. 

Le traitement par le complexe vaccinal objet de Tinvention est alors 
25 pratique sous forme d'injections sous-cutanees. 

Un mois apres, on constate la guerison clinique et le test respiratoire 
a l'uree marquee au carbone-13 est negatif. 
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Six mois apres, un nouveau controle par test respiratoire a l'uree 
marquee 13 C et Tendoscopie de controle montrent une guerison acquise. 

Depuis un an. la guerison est definitive. 
Exemple 2 

M. Serge Y., 48 ans, presente une gastrite antrale de type B. 
Traitement par complexe immunomodulateur {les seuls traitements ante- 
rieurs etaient des pansements gastriques) sous forme IV. La guerison cli- 
nique est acquise quinze jours apres la sequence therapeutique. Les 
controles (test respiratoire a l'uree marquee au 13 C) sont negatifs depuis 
un an. 
Exemple 3 

M. Pierre K.. presente un ulcere duodenal confirme a l'endoscopie 
(+Biopsie, test a Turease. tests ELISA). 

Le traitement par voie or ale est alors instaure. Trois semaines apres, 
la guerison clinique est obtenue. 

Six semaines apres, le controle par test respiratoire a l'uree marquee 
13 C confirme l'eradication. 

Six mois apres, aucune recidive n'est enregistree, et le test Elisa 
montre un taux d'anticorps non signiflcatif (< 50 %). 
Exemple 4 

Mme Sarah L. presente un ulcere duodenal associe a une gastrite de 
type B. 

On releve la presence de cancer gastrique dans sa fratrie. Un bilan 
complet pratique montre la positivite de tous les tests par methode invasi- 
ve : culture, histologic amplification du genome viral (PCR), test a l'urea- 
se. 

Le traitement par voie intraveineuse sur une semaine puis par rappels 
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sous-cutanes sur six mois est alors instaure. 

Etant donne le haut risque familial, une endoscopic avec biopsie est 
pratiquee des le troisieme mois : PCR, cytologic culture, CLO test, sont 
negatives . 

Au sixieme mois, un test respiratoire ( 13 C) confirme la guerison cli- 
nique. 
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REVINDICATIONS 

1. Complexe immunomodulateur therapeutique specifique, caracteri- 
se en ce qu'il comprend des molecules duales constitutes par le couplage 
d'un bras fonctionnel d'acides amines assurant la liaison a une cible, avec 

05 un bras genetique d'ARN, des fractions membranaires bacteriennes - glyco- 
peptides et/ou lipopolysaccharides, correspondant a la description codee 
de la composition du bras fonctionnel. 

2. Complexe immunomodulateur selon la Revendication 1, caracteri- 
se en ce que les acides ribonucleiques (ARN) sont d'origine ribosomale. 

10 3. Complexe immunomodulateur selon la Revendication 2. caracteri- 

se en ce que les acides ribonucleiques d'origine ribosomale sont extraits 
des souches choisies dans le groupe suivant : Helicobacter pylori, hepati- 
cus, coronari, Campylobacter ou d'un melange de celles-ci . 

4. Complexe immunomodulateur selon la Revendication 1, caracteri- 
15 se en ce que les acides amines sont des acides amines de collagene. 

5. Complexe immunomodulateur selon la Revendication 4, caracteri- 
se en ce que les acides amines de collagene sont choisis dans le groupe 
suivant : acide aspartique, hydroxyproline, threonine, serine, acide gluta- 
mique, proline, glycine, alanine, valine, methionine, isoleucine, leucine, 

20' tyrosine, phenylaline, lysine, histidine, arginine, ou d'un melange de ceux- 
ci. 

6. Complexe immunomodulateur conforme a l'une des Revendications 
1 a 5 pour son utilisaUon dans le traitement des affections par bacteries 
Helicobacter, par la production d'anticorps et la production d'interferon 

25 endogene. 

7. Complexe immunomodulateur conforme a l'une des Revendications 
1 a 5 pour son utilisation comme vaccin anti-idiotypique contre les idio- 
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types des anticorps anti-bacteriens permettant d'eviter notamment les re- 
cidives de la pathologie initiale du tractus digestif. 

8. Complexe immunomodulateur conforme a l'une des Revendications 
1 a 5 pour son utilisation contre les resistances bacteriennes aux traite- 

05 ments conventionnels par antibiotiques ou autres. 

9. Complexe immunomodulateur et vaccinal specifique anti- 
Helicobacter selon Tune des Revendications precedences, caracterise en 
ce qu'il est presente sous un conditionnement permettant 1'administra- 
tion simultanee d'anti-inflammatoires majeurs du type corticoides, d'anti- 

10 biotiques, d'antisecretoires. (inhibiteurs de la pompe a protons, type 
Omeprazole ou anti H2...) ou autres produits a effets bacteriostatiques, 
bactericides ou bacteriolytiques, pour eradiquer Helicobacter generant une 
pathogenese par facteurs lies a la bacterie (production de differentes cyto- 
toxines, de mediateurs de Finflammation : Interleukine I, facteur alpha de 

15 necrose tumorale (Tumor necrosis factor alpha}), ou par facteurs lies a T- 
hote. 

10. Complexe immunomodulateur selon la Revendication precedente, 
caracterise par un conditionnement sous une forme telle qu'il peut etre 
administre par differentes voies : perfusions, injections intraveineuses. in- 

20 jections sous-cutanees. dispositifs transdermiques. ou per os. 
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CLAIMS 

1 . Specific therapeutic immunomodulatory complex, 
characterized in that it comprises dual molecules consti- 
tuted by the coupling of a functional amino acid arm, 

5 ensuring binding to a target , with a genetic RNA arm, 
bacterial membrane fractions - glycopeptides and/or 
lipopoly saccharides corresponding to the coded 
description of the composition of the functional arm. 

2. Immunomodulatory complex according to Claim 1, 
10 characterized in that the ribonucleic acids (RNA) are of 

ribosomal origin. 

3 . Immunomodulatory complex according to Claim 2 , 
characterized in that the ribonucleic acids of ribosomal 
origin are extracted from strains chosen from the follow- 

15 ing group: Helicobacter pylori, hepaticus, coronari, 
Campylobacter or from a mixture thereof. 

4 . Immunomodulatory complex according to Claim 1 , 
characterized in that the amino acids are amino acids 
from collagen. 

20 5 . Immunomodulatory complex according to Claim 4 , 

characterized in that the amino acids from collagen are 
chosen from the following group: aspartic acid, 
hydroxyproline, threonine , serine, glutamic acid, 
proline, glycine, alanine, valine, methionine, 

25 isoleucine, leucine, tyrosine , phenylaline, lysine , 
histidine, arginine, or a mixture thereof. 
6 . Immunomodulatory complex according to one of 

Claims 1 to 5 , for its use in the treatment of diseases 
caused by Helicobacter bacteria, by the production of 
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antibodies and the production of endogenous interferon. 

7 . Immunomodulatory complex according to one of 
Claims ~ 1 to 5, for its use as an anti-idiotype vaccine 
against the idiotypes of anti-bacterial antibodies which 
make it possible to avoid, in particular, recidivations 
of the initial digestive tract pathology. 

8 . Immunomodulatory complex according to one of 
Claims 1 to 5 , for its use against bacterial resistance 
to conventional antibiotic treatments and the like. 

9. Anti-Helicobacter-specif ic immunomodulatory and 
vaccine complex according to one of the preceding claims, 
characterized in that it is presented in a packaging 
allowing the simultaneous administration of major anti- 
inflammatory agents of the corticoid type, of anti- 
biotics, of antisecretory agents, (proton pump 
inhibitors, of the type including Omeprazole or anti-H2, 
and the like) or other products with bacteriostatic, 
bactericidal or bacteriolytic effects, for eradicating 
Helicobacter generating pathogeneses by factors linked to 
the bacterium (production of various cytotoxins, of 
inflammation mediators: Interleukin I, tumour necrosis 
factor alpha), or by factors linked to the host. 

10 . Immunomodulatory complex according to the preced- 
ing claim, characterized by a packaging in the form such 
that it can be administered by various routes: infusions, 
intravenous injections, subcutaneous injections, trans- 
dermal devices, or per os . 
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